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Resumo 
 
Infecções hospitalares causadas por micro-organismos resistentes, além do surgimento de resis-
tência contra várias doenças parasitárias como a tripanossomíase e a leishmaniose deixa claro 
que medidas contra a resistência necessitam de intervenções urgentes. Plantas da família Pipe-
raceae são muito conhecidas na medicina popular contra dores, reumatismo e inflamações em 
geral. Substâncias extraídas de diversas partes das plantas do gênero Piper apresentam uma exce-
lente ação microbicida e inseticida. Dentre essas substâncias encontra-se a piplartina, uma amida 
com comprovado efeito anti-protozoários, tornando-a um agente atrativo contra alguns micro-
organismos como o Tripanosoma e a Leishmania, a exemplo. O objetivo deste trabalho é deter-
minar o efeito da piplartina sobre a aderência de macrófagos e na fagocitose de formas promasti-
gotas de Leishmania amazonenses por macrófagos peritoneais de camundongos swiss visando 
futuras aplicações biomédicas e biotecnológicas da piplartina. Observou-se neste trabalho, uma 
redução do percentual de macrófagos aderidos e infectados, ou não, às lamínulas com as diferen-
tes concentrações de piplartina em relação ao controle. A piplartina parece ser um promissor 
princípio ativo e que parece possuir efeito na atuação no citoesqueleto do macrófago, podendo 
ser responsável pela diminuição da ação fagocitária do mesmo. Faz-se necessária a busca pelo 
melhor entendimento do princípio ativo para uma melhor elucidação seja contra a leishmania, 
seja contra a resposta imunológica do hospedeiro. 
 
Palavras-chave: Polipeptídeo. Leishmania. Piplartina. Ação microbicida.
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DETERMINATION OF THE PIPLARTINA EFFECT ABOVE PROMASTIGOTES FORM OF 
Leishmania amazonensis BY PERITONEAL MACROPHAGES OF SWISS MICE. 
 
 
 
 
Abstract 
 
Nosocomial infections caused by resistant microorganisms, besides the surge of resistance 
against different parasitic diseases such as trypanosomiasis and leishmaniasis, make clear that 
measures against the resistance require urgent interventions. Piperaceae family plants are well 
known in the folk medicine for pain, rheumatism and inflammation in general. Extracted sub-
stances from various parts of the Piper genus plants have shown an excellent microbicidal and 
insecticidal action. Among these substances is the piplartine, an amide that demonstrated an an-
tiprotozoal effect, making it as an attractive agent against some microorganisms such as trypano-
somes and Leishmania. The objective of this study is to determine the effect of piplartine on the 
adhesion of macrophages and in the phagocytosis of promastigotes forms of Leishmania Ama-
zonensis by peritoneal macrophages of swiss mice, aiming future biomedical and biotechnologi-
cal piplartine applications. It was observed a reduction in the percentage of adherence and infect-
ed macrophages or not to the slides with different piplartine concentrations compared to the con-
trol. The piplartine appears to be an active promising principle that seems to have the effect in 
the performance of the macrophages' cytoskeleton. It might be responsible for a decrease in the 
phagocytosis. Hence, new researchers are necessary due a need in a better comprehension of the 
immune response and the general effects of the piplartine. 
 
Keywords: Polypeptide. Leishmania. Piplartine. Microbicide action. 
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1. Introdução 
 
Diversos lugares do mundo sofrem com a resistência crescente a antimicrobianos, a qual 
compromete a manutenção da vida e a efetividade dos programas de saúde. Doenças com causas 
bacterianas, virais e parasitárias a exemplo de malária, leishmaniose, sarampo, AIDS e infecções 
respiratórias correspondem a 85% da mortalidade por infecções em todo o planeta e, a resistência 
aos medicamentos contra tais doenças, crescem significativamente. Adicionando-se a isso, as 
infecções hospitalares causadas por micro-organismos resistentes, o surgimento de resistência 
contra antivirais e contra doenças parasitárias como a tripanossomíase e a leishmaniose (WHO, 
2010) deixam claro que esse problema necessita de ações urgentes.  A leishmaniose é umas das 
doenças que mais acometem a população brasileira, com uma incidência de mais de 3400 casos 
só em 2014, sendo que destes, 58% estão localizados na região norte do país já que o flebotomí-
nio transmissor do parasito possui maior incidência nesta região (BRASIL, 2016). 
Nos últimos anos a indústria farmacêutica tem se empenhado muito em investir na modi-
ficação de fármacos já comercializados, como os conhecidos antibióticos de última geração, mas 
muito pouco se tem feito para a geração de princípios ativos novos que se contraponham à emer-
gência de infecções geradas como fruto da resistência aos antibióticos. Encorajar o desenvolvi-
mento de novas drogas é uma das estratégias que a Organização Mundial de Saúde (OMS) tem 
para conter o avanço e disseminação da resistência aos antimicrobianos. 
Dentre as diversas doenças existentes, a Leishmaniose é uma Infecção intracelular obri-
gatória, presente entre as nove mais comuns doenças tropicais do mundo e pouco explorada, ora 
pela sua complexidade epidemiológica, ora pela ecologia envolvida, além de se tratar de uma 
doença relativamente negligenciada, a leishmaniose ocorre de forma problemática em distribui-
ção focal e em áreas isoladas (ALVAR et al., 2012). A leishmaniose é uma doença transmitida 
pela picada do, usualmente conhecido, mosquito-palha do gênero Lutzomyia, onde a forma pro-
mastigota adentra à pele, sendo em seguida fagocitada por fagócitos mononucleares presentes. 
Em seguida, as formas promastigotas, presentes no interior dos macrófagos, se transformam em 
formas amastigotas do protozoário, multiplicando-se por divisão simples em diversos tecidos 
corporais, causando a ruptura celular de macrófagos sendo, então, novamente fagocitada pelas 
células mononucleares de fagocitose (ALVAR et al., 2012; PETERSEN; GREENLEE, 2011).
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Por terem um tempo de sobrevida diferenciado em relação aos neutrófilos, os macrófagos 
possuem um papel principal na leishmaniose. As formas promastigotas de Leishmania após se-
rem lançadas na corrente sanguínea e serem fagocitadas, internalizam-se aos fagolisossomos dos 
macrófagos, onde, posteriormente é alvejado pelos lisossomos que teriam um papel crucial na 
eliminação de micro-organismos fagocitados. Nesse caso, o protozoário consegue resistir à alta 
variação de pH que o eliminaria, sendo um dos poucos capazes de resistir à ação das enzimas 
lisossomais (LIU; UZONNA, 2012). 
Os seres vivos, diariamente são expostos a uma grande quantidade de potenciais agentes 
patogênicos que podem desencadear doenças infecciosas ou até mesmo levar à morte, sugerindo 
que seus mecanismos de defesa são essenciais na habilidade humana de evitar infecções (HAN-
COCK; SAHL, 2006). Tanto animais quanto plantas desenvolveram ao longo do período evolu-
tivo mecanismos inatos de defesa contra patógenos, dentre os quais podemos destacar a produção 
de uma série de substâncias bio-ativas nos locais expostos ou naqueles em contato indireto com o 
meio ambiente, que podem ou não ter aplicação biomédica em seres humanos.  
Plantas da família Piperaceae são muito conhecidas na medicina popular contra febre, 
dores, inflamação em geral, reumatismo, asma, bronquite, doenças intestinais, respiratórias e 
renais. Compostos isolados de diferentes partes (caule, raiz, folha, fruto e semente) de espécies 
do gênero Piper apresentaram efeitos fungicida (LAGO et al., 2004; MORANDIM et al., 2010) 
e têm sido estudados quanto a possíveis efeitos microbicidas, inseticida (SCOTT et al., 2002; 
REGASINI et al., 2009), antibacteriano e antimalárico (ISOBE et al., 2002). Dentre essas subs-
tâncias, a piplartina é uma amida com comprovado efeito ansiolítico, anti-inflamatório, antipla-
quetário e antitumoral (BEZERRA et al., 2005; 2006; 2008; FELIPE et al., 2007; FONTENELE 
et al., 2009). Além disso, o efeito antiparasitário da piplartina foi identificado em formas pro-
mastigotas de Leishmania donovani e Trypanosoma cruzi (BODIWALA et al., 2007; COTIN-
GUIBA et al., 2009). Apesar de seu potencial microbicida até o momento não há estudos que 
relacionem seus efeitos sobre as células do sistema imunitário e tampouco estudos voltados para 
a elucidação dos seus mecanismos microbicidas. 
Desse modo, o objetivo deste trabalho é determinar o efeito da piplartina na aderência de 
macrófagos e na fagocitose de formas promastigotas de Leishmania amazonenses por macrófa-
gos peritoneais de camundongos Swiss, visando a futuras aplicações biomédicas e biotecnológi-
cas.
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2. Metodologia 
Trata-se de um estudo experimental in vitro de fase pré-clínica, onde foram utilizadas 
células peritoneais de camundongos SWISS não isogênicos e formas promastigotas de Leishma-
nia amazonenses, advindas do biorepositório do Núcleo de Medicina Tropical (NMT) pertencen-
te à Universidade de Brasília. Durante a fase experimental os camundongos foram mantidos no 
alojamento da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília, alimentados com ração ba-
lanceada e água ad libitum e em respeito aos critérios e normas estabelecidos pelo Colégio Brasi-
leiro de Experimentação Animal e a Lei nº 11.794/2008 (Lei Arouca). O projeto foi submetido e 
aprovado pelo Comitê de ética no Uso Animal (CEUA) do instituto de Ciências Biológicas da 
Universidade de Brasília, de protocolo UnB Doc n
o
 126599/2013. Esse modelo animal foi esco-
lhido por ser um mamífero com sistemas orgânicos semelhantes aos dos humanos, de fácil mani-
pulação e heterogeneidade; essas características proporcionaram uma melhor representatividade 
em comparação com o homem.  
 Os camundongos (n=8) depois de eutanasiados em câmara de CO2, foram submetidos à 
lavagem da cavidade peritoneal com salina tamponada com fosfato (STF) pH 7,2, 4°C para a 
coletas das células peritoneais. Depois de coletadas as suspensões foram centrifugadas a 400xg 
por 10 min, quantificadas, distribuídas (2x10
5
 células/escavação) em placa de micro cultivo de 
24 escavações contendo lamínulas para a aderência das células e incubadas por 2 h a 37ºC com 
5% de CO2 em ar, em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), num volume de 500 
µL de meio, para a obtenção dos macrófagos. Decorrida essa incubação, as escavações foram 
lavadas com STF pH 7,2, 37°C e em seguida adicionadas com formas promastigotas de Leish-
mania amazonensis (10
6
/escavação), na presença ou não de diferentes concentrações de piplarti-
na (0, 100, 500 ou 1000 ng/mL). Após a incubação, as escavações foram lavadas 3 vezes com 
STF a 37ºC para a remoção das leishmanias não ingeridas e então, foram secas, fixadas com me-
tanol, coradas com solução de Giemsa a 10% e avaliadas com microscopia óptica (1000x). O 
efeito de diferentes concentrações de piplartina foi avaliado pela determinação (em 200 macrófa-
gos) do percentual de macrófagos infectados e pela quantificação das células aderidas em 1,2% 
da área da lamínula.  
Os dados observados foram analisados empregando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov 
e o teste de Barttlet para determinar a normalidade e a variabilidade das amostras, respectiva-
mente. O Teste t pareado ou Wilcoxon foram usados para comparar duas amostras normais ou 
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não normais, respectivamente. As análises e as representações gráficas serão feitas com o pro-
grama Prism® Software Package (GraphPad, USA, 1997). Diferenças de p<0,05 serão conside-
radas significantes. 
 
3. Resultados  
Os resultados mostraram que as diferentes concentrações de piplartina (100, 500 ou 
1000 ng/mL) causaram redução na mediana do percentual de macrófagos aderidos sobre as la-
mínulas na comparação com o controle (6,7%) para 1,7 com 100 ng/mL, para 1% com 500 
ng/mL ou para 1,4% com 1000 ng/mL (Wilcoxon; p<0,005).  
Também, observou-se que nos macrófagos aderidos sobre as lamínulas, a maior concen-
tração de piplartina (1000 ng/mL) causou redução no percentual de macrófagos infectados com 
L. amazonensis para 15,8% na comparação com o controle (54,3%) (Teste t pareado; p=0,0172); 
as demais concentrações não afetaram o percentual de macrófagos infectados (500 ng/mL= 
47,5%; 1000 ng/mL= 40%) (Teste t pareado; p>0,005).  
 
Figura 1: Efeito da piplartina no percentual de aderência de macrófagos e no percentual de ma-
crófagos infectados por L. amazonensis. 
 
 
 
 
 
 
(A) Diferentes concentrações de piplartina reduziram o percentual de macrófagos aderidos 
(p<0,05).  (B) A maior concentração da droga causou redução no percentual de macrófagos in-
fectados (Teste t pareado; p<0,05). Estão representadas as medianas, quartis, valores máximos e 
mínimos. Os (*) indicam os valores diferentes do controle. 
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4. Discussão 
Diferentes drogas estão sendo criadas com a finalidade de melhorar a resposta antimi-
crobiana contra os diferentes tipos de patógenos. No entanto, a busca por diferentes fármacos 
esbarra no grau de toxicidade que esses possam ter, como é o caso da Piplartina, droga que pos-
sui efeito citotóxico contra células tumorais (BEZERRA et al., 2006) e possível efeito antimi-
crobiano (RAPADO et al., 2013). Sendo um alcaloide biológico extraído de plantas da espécie 
Piper e proveniente da flora brasileira, a Piplartina possui uma alta importância econômica e 
medicinal; uma droga com potencial efeito antitumoral e anti-inflamatório (SUN et al., 2015) 
tem sido amplamente pesquisada e utilizada na medicina tradicional em eliminação da placenta, 
doenças pancreáticas, bronquites, tosses, doenças respiratórias, além de possuir ação antimicro-
biana, em particular contra a malária, hepatite viral e gonorreia (BEZERRA et al., 2013). 
A Piplartina vem sendo estudada com a finalidade de esclarecer sua possível atuação 
nos efeitos microbicidas contra a Leishmania amazonensis, já que, recentemente vem se repor-
tando um aumento significativo do número de pessoas imunodeficientes, infectadas por leishma-
niose e que possuem baixa aceitabilidade das drogas comumente comerciais devido a uma resis-
tência do protozoário contra as mesmas, dificultando o tratamento e aumentando a mortalidade 
por Leishmaniose (HERMOSO et al., 2003). 
Estudos vêm relatando uma atuação in Vitro significativa contra a leishmania, advindo 
do uso da Piplartina para diminuição da ação parasitária do protozoário (BODIWALA et al., 
2007). A eficácia da Piplartina pode estar associada à sobrevida do protozoário, bem como alte-
ração no meio de reprodução ou sua atividade motora. Dessa forma, estudos vêm apontando co-
mo forma de alteração pela Piplartina a mudança na conformação do citoesqueleto do parasito ou 
pela redução da atuação do mesmo in vitro (MORAES et al., 2011; BODIWALA et al., 2007). 
Estudos de Flores et al., (2008), elucidaram a ideia de que a Piplartina pode ter ação an-
timicrobicida contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, diminuindo em 50% a 
viabilidade das formas In Vitro. Sendo assim, nota-se na análise estatística apresentada que a 
quantidade maior de Piplartina possibilitou uma possível diminuição da infectabilidade dos ma-
crófagos expostos aos parasitos; essa quantidade de parasitos fagocitados e/ou aderidos foi me-
nor, à medida que a concentração de piplartina diminuiu, mostrando que a quantidade da droga 
era diretamente proporcional à quantidade de Leishmanias presentes. 
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Outros estudos presenciaram que a Piplartina possui ação citotóxica contra algumas célu-
las tumorais (BEZERRA et al., 2006; JYOTHI et al., 2009), o que pode nos levar a crer que cé-
lulas da resposta inata como os macrófagos podem sofrer efeito da citotoxicidade da Piplartina, 
podendo levar à diminuição da expressão de proteínas de adesão dessas células, impossibilitando 
sua aderência às lâminas em estudo. Após as contagens das lâminas do presente estudo, foi pos-
sível observar a presença de macrófagos pouco aderidos às lâminas, mas com evidência de fago-
citose de formas promastigotas de Leishmanias. Entretanto, é provável que a presença, mesmo 
que em pequena quantidade, da Piplartina, ou tenha causado diminuição da exposição dos sítios 
de aderência dos macrófagos, impossibilitando sua perfeita adesão às lâminas em estudo, ou di-
minuição da atividade do citoesqueleto dos macrófagos, inibindo a exposição de pseudópodes 
para captura das formas parasitárias. 
 
5. Conclusão 
Muitos são os fármacos que fazem parte da escolha contra parasitos, no entanto, o nú-
mero de casos de pessoas que possuem resistência antimicrobiana tem aumentado significativa-
mente, ora pelo uso de medicamentos não recomendados e incorreto para cada parasito, ora pelo 
avanço de sobrevivência dos micro-organismos. Dessa forma, faz-se necessária a pesquisa cons-
tante de novos princípios-ativos para uma manutenção da qualidade de vida das pessoas, bem 
como a melhoria na saúde pública. 
No presente estudo foi observado uma redução no percentual de macrófagos aderidos às 
lamínulas, além de uma redução no percentual de macrófagos infectados. Subtende-se, assim 
que, uma possível ação da piplartina pode desencadear uma interação no citoesqueleto dos ma-
crófagos, diminuindo a projeção dos pseudópodes das células. Estas observações, devem-se, pos-
sivelmente ao efeito inibidor que a piplartina parece possuir, já que a diminuição da aderência e a 
diminuição da fagocitose ocorreram após a interação celular com os diferentes níveis de piplarti-
na, em relação ao estudo controle. 
Desse modo, a piplartina parece ser um promissor princípio ativo e que necessita de 
maiores elucidações. É necessário conhecer-se o grau de toxicidade da piplartina em relação às 
células da resposta inata, bem como o seu potencial efeito contra as formas promastigotas de 
Leishmania amazonensis.  
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Assim, a piplartina parece possuir efeitos que devem ser estudados para um futuro de-
senvolvimento biomédico, seja para ação antiparasitária, seja para um melhor entendimento da 
resposta imunológica. 
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